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Le titre de invention a ete modifie (Directives relatives a I'examen pratique a POEB. A-lll, 7.3) 

© Procede de preparation de polypeptides par ADN recombinant. 

(g) L'invention concerne un procede de fabrication, eventuel- 
lement d'exportation, et de purification d'un poiypeptide 
determine. II comprend I'etape consistant a provoquer I'expres- 
sion dans un organisme-hdte, notamment une bacterie E. coli . 
d'un acide nucleique recombinant codanfpour un polypeptide 
hybride contenant une sequence codant pour la proteine MalE 
ou MalX, et une sequence codant pour le polypeptide 
recherche, la recuperation du polypeptide hybride par chroma- 



tographie affine sur une colonne d'amylose et la recuperation 
du polypeptide par elution a I'aide d'une solution de maltose. 

L'invention concerne egalement les applications des poly- 
peptides hybrides ainsi obtenus, notamment dans le domaine 
- de la production de compositions de vaccin en utilisant les 
proteines MalE ou MalX en tant que polypeptides vecteurs pour 
la presentation d'epitopes. 
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Description 

PROCEDE DE PRODUCTION D'UN POLYPEPTIDE DETERMINE DANS UN ORGANISME-HOTE 
TRANSFORME PAR UN ADN RECOMBINANT CONTENANT DES SEQUENCES NUCLEIQUES COD ANT 
POUR CE POLYPEPTIDE ET POUR UNE PROTEINE AFFINE POUR UN OSE. APPLICATIONS, NOTAMMENT 
POUR LA PRODUCTION DE COMPOSITIONS DE VACCIN. 

5 

L'invention est relative a un precede de production d'un polypeptide ou d'une proteine ayant des proprietes 
choisies determinees, par culture d'un organisme-hote prealablement transforme par un ADN recombinant 
contenant des sequences codant pour ce polypeptide et pour une proteine affine pour un ose. Une forme 
preferee du procede selon I'invention comporte une etape supplemental de purification de ce polypeptide 
10 comprenant la rriise en contact de ce polypeptide avec un ose insolubilise. 

^invention concerne egalement des vecteurs contenant I'ADN recombinant sus-rnentionne, ainsi que des 
cultures de cellules transformees par ces vecteurs, et leurs utilisations, notamment pour la production de 
compositions de vaccin. 

Plusieurs techniques ont ete decrites pour faire produire un polypeptide ou une proteine par des 

15 organismes-hotes prealablement transformes par un vecteur approprie lui-meme modifie par une sequence 
d'insertion contenant un acide nucleique codant pour cette enzyme ou cette proteine, convenablement placee 
sous le controle d 'elements de regulation, notamment d'un promoteur, autorisant r expression de cet acide 
nucleique dans Torganisme bote transforme. Une fois le gene (ou le vecteur le contenant) mis au point, il 
devient une source permanente de polypeptides. 

20 Cette approche genetique pour la conception de nouveaux polypeptides possede plusieurs inconvenients : 
le polypeptide peut etre degrade in vivo , etre toxique pour la cellule-hdte ou difficile a purifier a partir d'extraits 
bacteriens. II a deja ete propose de contourner le probleme de ia degradation, notamment lorsque Thote 
cellulaire choisi est E. coli en fusionnant le polypeptide etranger a une proteine stable, par exemple a la 
p-galactosidase, qui sert de vecteur. La fusion d'un polypeptide une proteine vecteur, via leurs genes codants, 

25 peut egalement faciliter la purification de ce polypeptide si la proteine vecteur conserve son activite dans 
I'hybride, et si elie est facile a purifier, par exemple au moyen d'une chromatographic d'affinite* La 
P-galactosidase, la proteine A de S. aureus et des immunoglobulines ont ete utilisees a cette fin. 
L'introduction, a la jonction entre les deux sequences nucleiques, de sequences specifiques, permet le 
clivage du polypeptide greffe apres purification de la proteine hybride. 

30 D'autres solutions ont egalement ete proposees. On citera pour memoire les techniques dans lesquelles la 
sequence codant pour le polypeptide etranger a ete fusionnee a une sequence signal visant a permettre 
I'exportation du polypeptide etranger hors du cytoplasme de I'hote cellulaire, pour eviter I'effet toxique 
possible du polypeptide etranger a regard de I'hote cellulaire. II a egalement ete propose d'obvier a I'effet 
toxique possible du polypeptide etranger, en placant le gene codant sous le controle d'un promoteur 

35 normaiement reprime, ce promoteur etant ensuite dereprime dans la phase terminale de croissance de la 
culture cellulaire pour alors induire la synthese du polypeptide etranger. 

Une autre difficulte souvent rencontree reside dans la conservation de I'activite du polypeptide etranger 
ainsi produit, par exemple lorsque ce polypeptide consiste en une enzyme. A cet egard, la technique 
susmentionnee consistant a fusionner la sequence codant pour le polypeptide etranger avec une sequence 

40 signal a egalement, dans certains cas, ete proposee pour obtenir le repliement normal du polypeptide etranger 
dans un milieu moins reducteur que le cytoplasme cellulaire, notamment lorsque I'hote cellulaire utilise 
appartient a une espece bacterienne. Mais jusqu'a ce jour, il n'a pas souvent ete possible de remedier a ces 
difficultes, surtout lorsque le polypeptide etranger s'averait etre d'une taille tres importante. Enfin les 
tentatives de promouvoir le transport d'une proteine cytoplasmique, a partir du cytoplasme vers la region 

45 periplasmique des bacteries transformees dans les conditions sus-indiquees, a en general echoue, la proteine 
cytoplasmique restant coincee ou bloquee dans les membranes memes des bacteries. - 

De meme, les purifications finales ont jusqu'a ce jour ete difficiles a realiser. Par exemple, dans le cas de 
proteines hybrides, il n'est pas toujours facile de separer les proteines hybrides correctement repliees - et 
actives - des proteines hybrides non correctement repliees et inactives qui ont pu etre produites 

50 simultanement par le meme organisme-hote. 

En outre, dans le cas des purifications de proteines produites par des techniques de chromatographie ou 
analogue, mettant en jeu des molecules affines pour les proteines a purifier, fixees sur un support solide 
adequat, il n'est pas toujours exclu que certaines de ces molecules affines ne soient pas separees en meme 
temps que les proteines selectivement retenues, au cours des operations dilution finale. Meme si les 

55 proportions de molecules affines ainsi separees peuvent n'etre qu'extremement faibles, elles peuvent 
contribuer a "souiller" le produit final de facon nefaste, eu egard aux applications dont les proteines ainsi 
purifiees peuvent ensuite etre I'objet. On concoit aussi que la preparation des colonnes d'affinites 
elles-memes, pour ces purifications, sera souvent delicate et couteuse, surtout lorsque la reduction a un 
minimum des inconvenients precedemment mentionnes s'averera constituer un imperatif essentiel. 

60 L'invention a pour but de fournir un procede de genie genetique qui permette de remedier, mieux quMl n'est 
souvent possible a ce jour, aux difficultes plus particulierement rappelees ci-dessus, tout en etant d'une 
application aisee r relativement peu couteuse et tres efficace, pour produire un polypeptide contenant une 
chaine peptidique possedant elle-meme des proprietes choisies, susceptibles d'etre ensuite completement 
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exprimees. 

Ainsi Tinvention concerne un precede de fabrication et de purification d'un polypeptide contenant une 
chaTne peptidique determinee possedant elle-meme des proprietes choisies, qui comprend une etape 
consistant a provoquer I'expression dans un organisme-hote approprie transforme et mis en culture a cet 
effet, d'un acide nucleique recombinant a phase de lecture ouverte comprenant une sequence codant pour la 5 
chaTne peptidique et une ou plusieurs sequences distinctes codant pour une ou plusieurs parties du 
polypeptide vecteur, et une etape de recuperation du polypeptide hybride exprime par I'acide nucleique 
recombinant sous la forme d'un extrart a partir du susdit note ceilulaire et une etape de purification, 
caracterise en ce que le polypeptide vecteur est une proteine affine pour au moins un ose determine, en ce 
que lesdites "une ou plusieurs sequences codant pour une ou plusieurs parties du polypeptide vecteur " sont 10 
telles que les proprietes de transport hors du cytoplasme et d'affinite pour Tose determine du polypeptide 
vecteur intact sont conservees dans le susdit polypeptide hybride, en ce que Tetape de purification comprend 
la mise en contact de r extrait du polypeptide hybride avec un ose correspondant sous une forme insolubilisee 
compatible avec Taffinite mutuelle de la proteine affine et de Pose, notamment un ose polymerise, et en ce que 
Ton recupere, apres separation des produits non fixes sur I'ose, le polypeptide hybride contenant ladite chaTne is 
peptidique determinee. 

Avantageusement, le procede de Tinvention comprend egalement une etape supplemental de ' 
recuperation- de ladite chaTne peptidique determinee a partir du polypeptide hybride et qui sera developpee 
plus loin. 

Selon un mode de realisation du procede de Tinvention, Tacide nucleique recombinant comprend une 20 
sequence nucleique codant pour le polypeptide vecteur placee toute entiere en aval, ou en amont. de la 
sequence nucleique codant pour la chaTne peptidique determinee. 

Avantageusement, Tacide nucleique recombinant comprend une premiere sequence nucleique codant pour 
une premiere partie du polypeptide vecteur placee en amont de la sequence nucleique codant pour la chaTne 
peptidique determinee, et une seconde sequence nucleique codant pour une seconde partie du polypeptide 25 
vecteur, placee en aval de cette derniere sequence, les premiere et seconde parties, sus-mentionnees 
representant la totaiite du polypeptide vecteur lorsqu'elles sont reunies. Les conditions dans lesquelles la 
sequence nucleique codant pour la chaTne peptidique determinee est introduite entre deux parties de la 
sequence nucleique codant pour le polypeptide vecteur sans pour autant modifier les fonctions de transport 
hors du cytoplasme du polypeptide vecteur ainsi modrfie, ni Taffinite de ce dernier pour I'ose determine, sont 30 
plus particuiierement decrites dans la demande de brevet europeen n° 87.400 504.4 deposee le 6 mars 1 987 ou 
les demandes de brevet correspondantes deposees dans d'autres pays et dans (11). Les sites situes sur la 
sequence nucleique codant pour le polypeptide vecteur, et au niveau desquels la sequence nucleique codant 
pour la chaTne peptidique determinee peut etre inseree sans pour autant modifier les fonctions 
caracteristiques du polypeptide vecteur precisees ci-dessus, sont designes dans ce qui suit par I'expression 35 
"sites permissifs". 

Un polypeptide vecteur particuiierement prefere est constitue par la proteine MalE. 

La proteine MalE est une proteine de 370 acides amines qui est codee par le gene malE d' E. coli . Son 
promoteur, malEp , est un promoteur fort qui est active par la proteine Mali en presence de Tinducteur maltose 
et reprime par le glucose. Ces controles operent encore lorsque malE et son promoteur sont portes par un 40 
plasmide a copies multiples, comme ppD1, dont la fabrication a ete decrite dans (1). 

MalE est une proteine abondante. Elle est exportee dans le periplasme bacterten par Tintermediaire d'un 
peptide signal N-terminal qui est clive durant Texportation (2). MalE est une proteine affine pour le maltose et 
les maltodextrines, qui est necessaire au transport de ces sucres a travers i'enveloppe bacterienne. MalE, de 
meme que son precurseur, peut etre pur'rfie en une etape par chromatographic d'affinite sur amylose pontee 45 
par traitement a Pepichlorhydrine. La proteine est eluee par competition avec du maltose 10 mM (3). 

II a egalement ete montre que cette proteine pouvait etre modifiee en certains de ses sites, sans pour autant 
perdre certaines de ses activites. On se reportera notamment a I 'article de DUPLAY et coll. (4). Cet article et 
tous les autres documents identifies a la fin de ce texte doivent etre consideres comme faisant partie 
integrante de cette description, pour autant que leurs contenus respectifs servent a la completer, quant a la 50 
nature et a la structure des matieres premieres a partir desquelles Tinvention a ete produite. 

A cet egard, il est rappele que DUPLAY et coll. ont insere au hasard un adaptateur ("linker") BamHl dans le 
gene malE d'un plasmide pPD1 qui le contenait. Deux des plasmides modifies par ces insertions, malE91 et 
malE140 , changent ie cadre de lecture et conduisent a la synthese de proteines modifiees possedant 362 
(respective me nt 369) acides amines N-terminaux de MalE et une extension C-terminale de 12 (respectivement 55 
27) acides amines. Une troisieme insertion, malE127 , dans la sequence signal, empeche Texportation de la 
proteine MalE dans le periplasme (4). 

L'invention fournit done un procede particuiierement efficace pour produire par genie genetique et purifier 
toute chaTne peptidique ou proteine determinee, et ceci grace a un vecteur recombinant obtenu par 
construction, dans lequel une sequence nucleique codant pour ladite proteine a ete placee en aval de la 60 
sequence codant pour le polypeptide vecteur, notamment pour ia proteine MalE, elle-meme placee sous le 
controle d'un promoteur efficace. 

La construction du vecteur recombinant utilise dans le procede sus-mentionne de Tinvention, peut 
egalement etre realisee de maniere a ce que la sequence nucleique codant pour la proteine determinee soit 
situee en amont de ia sequence d'ADN codant pour le polypeptide vecteur, notamment pour la proteine MalE, 65 




3 




0 299 810 

et en aval d'un promoteur efficace de I'expression de la sequence d'ADN codant pour ladite proteine suivie de 
celle codant pour MalE. 

Selon un mode de realisation du procede de I'invention, I'organisme-hote utilise pour cette fabrication 
consiste en une bacterie E. coli , cas dans lequel il est avantageux d'avoir recours au gene malE lui-meme, 
5 lequel comprend alors egalement le promoteur endogene correspondant malEp . Dans I'hypothese qui 
precede, I'etape de purification comprendra la mise en contact avec I'ose insolubilise correspondant a la 
proteine MalE, avantageusement une maltodextrine insolubilisee ou une amy lose pontee obtenues dans les 
conditions deja rappelees plus haut Utilisation du couple de caracteristiques : 1. production de la proteine 
recherchee a I'aide d'un vecteur contenant la sequence codante fusionnee au gene malE - 2. purification par 
10 mise en contact avec du maltose ou du glucose amene a I'etat polymerise, est avantageuse a bien des egards. 
Au niveau de la production, on met & profit la capacite du gene malE & s'exprimer de facon abondante dans E. 
coli et simultanement la capacite du glucose ou du maltose insolubilise a permettre la separation des seules 
proteines hybrides ayant conserve la capacite affme de la proteine MalE naturelle ou "sauvage". II est 
remarquable que Ton peut grace a ces vecteurs egalement obtenir une proteine hybride. dans laquelle la partie 
15 correspondant a la proteine recherchee conserve I'activite de cette derniere, cette activite se manifestant 
directernent ou apres restitution, comme cela sera montre dans les exemples decrits plus loin, avec des 
proteines determinees de grande taille, telles que des nucleases (150 aminoacides) et le fragment Klenow 
d'une polymerase (650 aminoacides) utilises a titre de modeles experimentaux. 

II importe naturellement que la sequence nucleique codant pour la proteine recherchee soit inseree dans 
20 une region convenable du gene malE , pour que soient conservees au sein de la structure de cette derniere les 
proprietes affines pour le maltose de la proteine MalE et Pactivite recherchee pour la proteine determinee 
devant etre synthetisee. A cette fin, il est avantageux que la sequence nucleique codant pour la proteine 
determinee soit placee en aval, ou en amont, de la sequence codant pour la proteine MalE vis-a-vis du sens de 
la transcription du gene recombinant. Cette condition n'est cependant nullement imposee. La determination 
25 de la localisation la plus avantageuse de I'insertion de la sequence codant pour la proteine recherchee dans le 
gene malE peut etre determinee, notamment par la technique d'insertion au hasard de la sequence codant 
pour une chaTne peptidique determinee, decrite dans la demande de brevet europeen sus-mentionnee. 

A la capacite de purification tout a fait remarquable que permet le systeme selon ^invention, s'ajoute encore 
la tres grande souplesse des vecteurs preferes envisages ci-dessus, en ce que Ton peut choisir la region de la 
30 bacterie dans laquelle la proteine hybride produite est transportee, soit dans le cytoplasme, soit dans le 
periplasme (du moins lorsque la nature meme de la proteine hybride n'interdit pas ie transport dans cette 
derniere region). Ce choix est sous le controie de i'utilisateur, grace a la possibilite qu'tl a de s'assurer a 
volonte du transport de la proteine hybride formee, soit dans le periplasme (pour autant que ce transport soit 
possible pour les raisons evoquees ci-dessus) en mettant a profit les proprietes specifiques a cet egard de la 
35 sequence signal normalement intercalee dans le gene malE entre la sequence codante et le promoteur, soit en 
s'assurant que de toute fa9©n la proteine hybride ne sera pas transportee au-dela de la region cytoplasmique, 
grace a rintroduction d'une mutation dans cette sequence signal, mutation dont I'effet sera precisement 
d'empecher Texportation de la proteine hybride dans le periplasme. Dans le premier cas, la proteine hybride 
pourra etre aisement recuperee a partir du peripiasme, notamment en soumettant les bacteries transformees 
40 a un choc osmotique, par exempie dans les conditions decrites dans (4). Dans I'autre cas, la proteine hybride 
sera recuperee a partir du cytoplasme apres rupture complete des parois bacteriennes, par exempie a Tissue 
d'un traitement avec des detergents ou a I'aide de moyens mecaniques ou enzymatiques bien connus de 
I'homme du metier. Cette deuxieme alternative certes d'emploi moins pratique sera neanmoins preferee, des 
lors que t'on souhaitera proteger la bacterie contre le "stress" qui pourrait etre engendre du fait de la tendance 
45 naturelle au transport de la proteine hybride dans le periplasme sous Peffet de la sequence signal non mutee, 
quand bien meme ce transport s'avererait difficile en raison meme de la structure hybride. 

De facon remarquable, le procede selon I'invention permet - pour celles des proteines qui sont 
effectivement transportables a travers la membrane bacterienne separant les regions cytoplasmique et 
periplasmique de I'organisme-hote - I'exportation dans le periplasme de proteines normalement cytoplasmi- 
50 ques, done avec un grand coefficient de purification, avant toute mise en contact avec I'ose insolubilise, ou 
mise en oeuvre de toute autre technique de purification supplemental. 

A cet egard I'invention concerne done plus particulierement, a titre de variante, le procede de production et 
de purification sus-defini, dans lequel I'etape de purification par contact avec l'ose-insolubilise est omise, et ce 
plus particulierement lorsque la chaine peptidique recherchee consiste en tout ou partie d'une proteine 
55 cytoplasmique, autrement dit en une proteine non excretee par son note naturel ; et ce plus particulierement 
dans le cas du r organ isme-hote est une bacterie. 

Un autre avantage encore du systeme prefere decrit ci-dessus reside dans le caractere- inductible ou 
reprimable a volonte du promoteur malEp , dont les capacites d'activation en presence de I'inducteur maltose 
et de repression en presence de glucose ont deja ete rappelees plus haut. II est en particulier avantageux de 
60 realiser la croissance des cultures bacteriennes prealablement transformees en presence de doses de 
glucose n'interferant pas avec la capacite de developpement des cultures, neanmoins suffisantes a eviter 
I'expression du gene recombinant, la culture etant ensuite soustraite a Taction du glucose, lorsqu'elle a atteint 
le stade de developpement voulu et que I'expression du gene recombinant, avec pour consequence la 
production de la proteine hybride, devient souhaitee. Dans ces conditions, on protege la culture bacterienne 
65 en cours de developpement contre I'eventuel effet toxique de la proteine hybride formee, celle-ci n'etant 
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produite en quantites importantes qu'au terme du stade de developpement d'abord recherche de la culture. 

II est d'ailleurs avantageux de realiser toutes ces operations a une temperature inferieure a 37° C, 
notamment a une temperature comprise entre 28° C et 35° C. par exemple voisine de 30° C. L'effet toxique 
eventuel de la proteine hybride se trouve alors amoindri. 

Bien qu'i! soit avantageux d'avoir recours au gene malE naturel pour la construction de I'ADN recombinant. • 5 
il apparattra immediatement a Thomme du metier que ces conditions ne sont nuliement limitatives. En 
particulier, le promote ur malEp peut etre remplace par construction par tout autre promoteur efficace reconnu 
par la bacterie. En particulier, on peut avoir recours a tout promoteur fort dont I'activite constitutive peut etre 
reprimee ou encore a tout promoteur fort inductible par le reglage approprie des conditions de culture des 
bacteries transformees. A titre d'exemple de promoteurs qui pourraient ainsi etre substitues par construction w 
au promoteur malEp, pour obtenir une expression dans E. coli , on mentionnera tes promoteurs PL et PR du 
phage X, le promoteur tac inductible par l'lPTG (isopropyl-fMhiogalactoside), les promoteurs de Toperon 
lactose, de I'operon tryptophane, des promoteurs mixtes derives des precedents, etc.. 

II est entendu que Texpression "sequence codant pour la proteine MalE" doit etre consideree comme 
concernant aussi bien la sequence codant pour la proteine sauvage que pour des proteines MalE modifiees. 75 
sous reserve que I'affinite caracteristique pour Tose correspondant soit conservee. II est tout aussi ciair que 
cette expression conceme egalement les sequences d'acides nucleiques qui differeraient des precedentes, 
par des substitutions de nucleotides n'alterant pas la structure de la proteine correspondante. De ce point de 
vue I'invention concerne egalement I'utiiisation des sequences d'acides nucleiques produites partiellement ou 
totalement de facon synthetique, en mettant en jeu la degenerescence du code genetique. 20 

Outre les bacteries Grarrr, telle que E. coli sus-mentionnnee, tout autre note utilisable dans les techniques 
du genie genetique peut ainsi etre utilise, des lors que les vecteurs utilisables pour la transformation sont 
disponibles ou peuvent etre conpus. On mentionnera a titre d'exemple d'autres types de bacteries dans 
laquelle MalE peut etre utilise comme support pour purifier des proteines, les bacteries GrarrT, par exemple B. 
subtilis, ou les corynebacteries ou encore des levures ou des cellules eucaryotes superieures, notamment de 25 
mammiferes. Naturellement la sequence codant pour la proteine MalE devra dans chaque cas etre placee par 
construction sous le controle d'un promoteur approprie a son expression dans Porganisme-hote. Dans 
chaque cas, I'operation de purification qui suit permet de separer efficacement les proteines hybrides 
recherchees, grace a leur affinite pour Pose insolubilise correspondant. 

Concernant P expression de MalE chez les bacteries Gram + . les inventeurs ont en effet mis en evidence que 30 
fa proteine MalE, presente une forte homologie avec la proteine MalX de Streptococcus pneumoniae . Cette 
proteine MalX est inductible par le maltose, et joue probablement un role dans la capture des maltodextrines, 
telles que le rnaltotetraose, chez les bacteries Gram + (12,13). MalX est une proteine liee a la membrane des 
bacteries Gram + , a la difference de MalE qui se situe dans la periplasme des bacteries Gram". La proteine MalX 
est synthetisee sous forme d'un precurseur, exportee hors du cytoplasme, et la transformation de la cysteine 35 
amino-terminale en un acide amine lipophile est probablement responsable de Pancrage de MalX a Pexterieur 
de la membrane cytoplasmique des bacteries Gram + . Une etude comparative entre les proteine MalE et MalX 
sera plus part icu Here ment detaillee dans les exemples qui suivent. 

L'expression de la proteine MalE dans les cellules eucaryotes sera plus particulierement detaillee dans les 
exemples decrits plus loin. L'utilisation de cellules eucaryotes offre notamment Pavantage.de fabriquer des 40 
proteines necessitant, par leur fonction, d'etre glycosylees, ou de posseder des ponts disulfure, ou des 
proteines difficilement exportees chez les bacteries. 

Dans ce qui precede, I'invention a ete decrite plus particulierement en rapport avec la sequence nucleique 
codant pour une proteine MalE. L'invention n'est cependant pas limitee a ('utilisation de vecteurs 
recombinants incluant une sequence nucleique codant pour cette proteine. L'invention s'etend egalement a 45 
Tutilisation de toute autre proteine-vecteur, des lors qu'eile presente une affinite marquee pour un ose. On 
mentionnera a titre d'exemple Tutilisation, pour la production des ADNs recombinants necessaires a la 
production de la proteine determinee recherchee, la sequence nucleique codant pour la proteine MalX affine 
pour le maltose chez les bacteries Gram + , des sequences nucleiques codant pour les proteines affines de 
I'arabinose, du galactose, du ribose, etc. r ies operations de purification correspondantes comprenant alors la 50 
mise en contact ulterieure des proteines hybrides ainsi produites avec les oses respectivement amenes dans 
un etat insolubilise, notamment par polymerisation, le cas echeant a I'aide d'un agent de reticulation, tel que 
I'epichlorhydrine ou tout autre agent permettant a la fois la realisation de cette polymerisation et la 
preservation des affinites mutuelles' de I'ose et de la proteine affine pour cet ose. 

A cet egard, il taut encore souligner Pavantage essentiel que represente l'utilisation de colonnes d'ose 55 
insolubilise, alors fonctionnelles comme colonnes de chromatographic affine, au niveau de I'innocuite 
posterieure des produits qui peuvent en etre separes par des techniques d'elution usuelles, apres avoir ete au 
prealable fixes de facon selective sur ces colonnes. Les produits constitutifs de ces colonnes sont 
normalement depourvus de toute toxicite et leur utilisation sera d'un interet tout particulier pour la production 
de proteines ou de polypeptides ayant des applications en medecine humaine ou veterinaire. 60 

En outre la capacite de retention selective de ces colonnes est tres importante puisque c'est ia matrice 
meme des produits insolubilises mis en oeuvre qui possede Tafflnite pour le polypeptide vecteur 
selectivement lie au produit recherche, contrairement aux colonnes de chromatographie d'affinite classiques, 
dans lesquelles la matiere constitutive de la colonne est formee d'un materiau support, normalement inerte a 
regard des proteines ou polypeptides a isoler, sur lequel dnt au prealable ete fixees des molecules ou produits 65 
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presentant i'affinite requise vis-a-vis du produit a separer. 

Les polypeptides ou proteines hybrides peuvent ensuite etre recuperees a partir de I'ose insolubilise, 
notarnment par eiution a I'aide d'une solution combinant un principe permettant leur deplacernent. Cette 
solution contient de preference I'ose soluble correspond ant en ['occurrence du maltose, lorsque le 

5 polypeptide vecteur est derive de la proteine MalE, ou MalX. 

Prealablement a I'etape de purification sur colonne d'ose des proteines hybrides, ces dernieres sont 
recuperees a partir du periplasme des bacteries Gram" (comme il l'a ete precise ci-dessus dans le cas de 
Tutiiisation de MalE), ou au niveau des membranes des cellules hotes apres lavage par une solution 
appropriee, voire encore a partir de cytoplasme desdites cellules hotes apres rupture des membranes de ces 

10 dernieres. il taut preciser que pour les proteines hybrides contenant un polypeptide vecteur, te! que la proteine 
MalX, restant ancrees a la surface de la membrane des bacteries Gram + , il est particulierement avantageux de 
prevoir I'insertion d'une sous-sequence nucleique codant pour une sequence d'aminoacides specifiquement 
clivable par une enzyme determinee, ou par un procede chimique, au niveau aminoterminal de la proteine MalX 
(notarnment en aval de la cysteine aminoterminale sus-mentionnee). Le traitement de la membrane cellulaire 

15 a I'aide de I'enzyme ou du procede chimique clivant specifiquement la sequence d'aminoacides 
sus-mentionnee, conduit a la liberation de la proteine hybride. La proteine hybride contenant MalX chez les 
bacteries Gram*, peut egalement etre directement obtenue par modification de la partie aminoterminale de la 
sequence nucleique codant pour MalX, de maniere a ce que la proteine hybride ne se fixe pas a la surface de la 
membrane de la bacterie. 

20 Dans la description qui precede il n*a ete evoque que le cas de la purification des proteines hybrides 
contenant le polypeptide ou la proteine recherches. 

II faut d'ailleurs souligner que la proteine hybride peut former elle-meme le polypeptide recherche, chaque 
fois que Ton souhaitera beneficier de la conservation de proprietes propres du polypeptide vecteur ou encore, 
dans le cas de polypeptides ou de proteines immunogenes, de I'effet adjuvant d'immunite que peut apportee 
25 la proteine affine pour un ose, notarnment MalE ou MalX. Cet aspect est d'un interet tout particulier lorsque le 
polypeptide recherche presente un poids moleculaire relativement faible, incompatible avec une immunogeni- 
cite suffisante in vivo dudit polypeptide recherche. A cet egard il pourra la encore etre fait usage de la 
technique decrite dans la demande de brevet europeen n° 87.4005044 ou dans (11) pour determiner le site 
approprie d'introduction (ou site permissif) de la sequence codant pour le polypeptide recherche dans la 
30 sequence codante du gene malE oumalX, de facon a simultanement conserver dans la proteine hybride les 
proprietes affines de la proteine MalE ou MalX pour rose insolubilise et assurer ['exposition convenable du 
polypeptide recherche au sein de la proteine hybride, pour que celie-ci possede les proprietes immunogenes 
recherchees du polypeptide. 

A cet egard, l'invention concerne des compositions immunogenes dirigees contre des antigenes 
35 (notarnment des antigenes pathogenes susceptibles d'etre neutralises par des anticorps), caracterisees par 
I'association, avec un vehicule approprie a la production de compositions de vaccin, d'un polypeptide hybride 
obtenu par transformation, selon le procede de invention de bacteries Gram", ou Gram + , ou de cellules 
eucaryotes, a I'aide d'un acide nucleique recombinant constitue d'une sequence nucleique codant pour un 
polypeptide affine pour un ose, notarnment pour MalE ou MalX, cette demiere sequence nucleique contenant 
40 au niveau d'un de ses sites permissifs, la sequence d'ADN codant pour un epitope determine. 

L'invention concerne plus particulierement une composition immunogene dirigee contre le SIDA, 
caracterisee en ce que le polypeptide hybride qui la compose contient un peptide anti-HIV, notarnment un 
fragment actif du recepteur T4, insere dans MalE, ledit polypeptide hybride etant associe avec un vehicule 
approprie a la production de compositions de vaccin. 
45 Des proteines hybrides entre MalE et des polypeptides possedant des caracteres immunologiques, tels que 
le recepteur T4 situe sur les lymphocytes T4, et constituant la cible pour les virus de type HIV caracteristiques 
du SIDA, ainsi que I'epitope C3 de la proteine VP1 du poliovirus, seront plus particulierement decrites dans les 
exemples de realisation de l'invention qui suivent. 

L'invention n'est nullement limitee a la purification de proteines ou polypeptides hybrides. En particulier, la 
50 purification peut etre conduite dans des conditions permettant la separation de la chaTne peptidique 
determinee (ou encore de la proteine recherchee) du polypeptide vecteur place en amont, ou en aval, dans la 
proteine hybride, vis-a-vis du sens de traduction, voire meme la recuperation de la seule proteine recherchee, 
des lors qu'elle se trouverait placee entierement en aval, ou en amont, du polypeptide vecteur, dans la mesure 
ou par construction une courte sequence nucleique (ou sous-sequence) codant pour une sequence 
55 d'aminoacides specifiquement clivable par une enzyme determinee ou un procede chimique avait auparavant 
ete intercalee dans I'acide nucleique recombinant, entre la sequence codant pour le polypeptide vecteur et la 
sequence codant pour la proteine recherchee. Le cas echeant, d'autres sous-sequences semblables a celle 
mentidnnee ci-dessus, peuvent etre inserees dans I'acide nucleique recombinant, notarnment de maniere ace 
que la sequence codant pour la chaine peptidique determinee soit intercalee entre deux de ces 
60 sous-sequences, pour mieux isoler encore la chaTne peptidique determinee. 

L'operation d'elution de la proteine recherchee comprend alors le traitement de I'ose insolubilise, sur lequel 
a au prealable ete fixee la proteine hybride, par le traitement clivant specifiquement la sequence 
d'aminoacides, le polypeptide vecteur restant alors fixe sur I'ose. 

En variante, apres recuperation du polypeptide hybride a partir de I'ose insolubilise, on traite le polypeptide 
65 hybride en solution par I'enzyme specifique ou le traitement chimique specifique, on remet en contact les 
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produits de clivage de la proteine hybride avec I'ose insolubilise et on recupere le polypeptide alors non fixe 
consistant essentieliement en la chatne d'acides amines recherchee. 

I! va de soi que le polypeptide recherche peut egalement etre separe de la proteine hybride. meme s'ii se 
trouve incorpore entre deux fragments du polypeptide vecteur au sein de I'hybride, comme il Pa ete decrit 
ci-dessus. Dans ce cas de figure, I'acide nucleique recombinant mis en oeuvre dans le procede selon 
I'invention, est construit de maniere a ce qu'il contienne deux sous-sequences codant pour une sequence 
d'aminoacides selectivement clivable par une enzyme specifique et placees respectivement en amont et en 
aval de la sequence nucleique codant pour ia chalne peptidique determinee. 

A titre d'exemple de sequence nucleique susceptible d'etre inseree, notamment entre les premiere et 
seconde parties de la sequence codante t on mentionnera par exemple la sequence : 
ATCGAGGGTAGG 
HeGluGlyArg 

laquelle est clivable selectivement par le facteur Xa, dont Intervention dans la coagulation du sang est bien 
connue. Ilvade soi que Tutilisation de cette sequence particuliere ne peut etre envisagee qu'a condition que la 
proteine recherchee ne contienne pas de sequence tetrapeptidique supplemental. On mentionnera encore 15 
a titre d'autre exemple de sequences d'acides amines ainsi selectivement ciivables, les sequences qui 
apparaissent dans le tableau I qui suit et dans lequel ont ete citees des sequences caracteristiques ainsi que 
les enzymes permettant leur clivage au niveau de I'acide amine repere a I'aide d'une petite fleche verticale. 



TABLEAU I 

cote de I'acide amine 
C-teriain|.l 



10 



20 



25 



Enterokinase . Asp Asp Asp Lys 

Collagenase Pro X^Gly Pro Y l (Pro Val Gly Pro) 

Trypsine ^y s et Ar 9 

« l 30 

Clostridiopeptidase B Argi(Lys) 
Protease staphy- 

lococcique fsp et Glu . 

Thermolysine ^Leu f r ile r r Phe et ; Val (et autres) 

Chymotrypsine Phe i / Trp L et Tyr 

Pepsine Phe 1 , Trp 1 et Tyr 1 ( et autres) 



35 



40 

On peut egalement avoir recours a des clivages chimiques specifiques au niveau des acides amines ou des 
dipeptides qui suivent. 

45 

TABLEAU II 

cote de 1 ' acide amine ^ 
j C-terminal 

Bromure de cyanogene Met 
Acide formique Asp Pro 

Amine hydroxyle Asn l Gly 55 

Reactifs oxydants Trp 1 

2-Nitro-5-thiocya- 

i ^ eo 
nobenzoate Cys 



Le choix de la sequence mise en oeuvre dependra de la structure meme du polypeptide dont I'integrite ^ 
cjevra etre conservee a Tissue de cette operation de purification. 
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L'invention concerne egalement des cultures de cellules portant, notamment au niveau de leur surface 
externe, un epitope caracteristique reconnaissable par le systeme immunitaire de I'organisme dans lequel les 
susdites cellules sont susceptibles d'etre introduites, caracteriseeS en ce que iesdites cellules sont 
transformees a I'aide d'un acide nucleique recombinant a phase de lecture ouverte comprenant une sequence 
5 nucleique codant pour ledit epitope inseree au niveau d'un site permissif d'une sequence nucleique codant 
pour une proteine affine pour un ose. 

Avantageusement, la proteine affine pour un ose sus-mentionnee est la proteine MalE ou MalX. 

Parmi les cellules sus-mentionnees portant au niveau de leur surface externe un epitope, on distinguera 
notamment les bacteries Gram" (par exemple E. coli ), ies bacteries Gram + (par exemple B. subtilis ), et les 
10 cellules eucaryotes. ~ 

L'insertion de la sequence codant pour ledit epitope au niveau d'un site permissif de la sequence codant 
pour la proteine MalE, tout en conservant les proprietes de transfert hors du cytoplasme et d'affinite pour le 
maltose de ces dernieres, permet a la proteine hybride contenant I'epitope, et qui est codee par Pacide 
nucleique sus-mentionne, d'etre localisee au niveau du periplasme des bacteries Gram", lorsque ces 
15 dernieres sont utilisees en tant que. cellule-notes, faisant de ces cellules des reactifs de choix pour la 
presentation d'un epitope caracteristique dans I'organisme dans lequel Iesdites cellules sont susceptibles 
d'etre introduites. 

D'une maniere generate, {'utilisation des proteines MalE et MalX en tant que polypeptides vecteurs pour la 
pesentation d'epitopes, peut etre envisagee chez les bacteries Gram - , Gram + ou les cellules eucaryotes. 

20 L'invention a egalement pour objet des compositions immunogenes dirigees contre des antigenes 
(notamment des antigenes pathogenes neutralisables par des anticorps diriges contre un epitope determine), 
et caracterisees par i 'association des cellules sus-mentionnees (vivantes ou tuees, notamment par la chaleur, 
dans le cas des bacteries) portant au niveau de leur surface externe ledit epitope, avec un vehicule 
pharmaceutiquement approprie a la production de compositions de vaccin. 

25 L'invention concerne egalement un acide nucleique recombinant a phase de lecture ouverte comprenant 
une sequence nucleique codant pour la chaTne peptidique determinee et une ou plusieurs sequences 
distinctes codant pour une ou plusieurs parties du polypeptide vecteur, caracterise en ce que Iesdites "une ou 
plusieurs sequences codant pour une ou plusieurs parties du polypeptide vecteur " sont teiles que les 
proprietes de transport dans le cytoplasme et d'affinite pour I'ose determine du polypeptide vecteur intact, 

30 sont conservees dans le polypeptide hybride exprime par ledit acides nucleique recombinant, et en ce que 
Iesdites sequences nucleiques sont sous le controle d'elements de regulation, notamment de la promotion et 
de la terminaison de la transcription, reconnus par les bacteries Gram* ou par les cellules eucaryotes. 

Avantageusement, iesdites "une ou plusieurs sequences distinctes codant pour une plusieurs parties du 
polypeptide vecteur" sont les sequences nucleiques codant pour tout ou partie des proteines MalE ou MalX. 

35 L'invention concerne egalement un acide nucleique recombinant tel que defini ci-dessus caracterise en ce 
que le polypeptide vecteur est la proteine MalX, et en ce que lesdits elements de regulation sont reconnus par 
les bacteries Gram* 

Selon divers modes de realisation de ['invention, les acides nucleiques recombinants sus-mentionnes sont 
construits de telle sorte que : 
40 - la sequence nucleique codant pour MalE et MalX est placee toute entiere en amont de la sequence d'ADN 
codant pour la chaTne peptidique determinee, 

- la sequence nucleique codant pour MalE et MalX est placee toute entiere en aval de la sequence d'ADN 
codant pour la chaJne peptidique determinee, 

- la sequence nucleique codant pour la chaTne peptidique determinee est inseree au niveau d'un site permissif 
45 de la sequence nucleique codant pour MalE et MalX. 

Des sous-sequences codant pour une sequence d'aminoacides clivable par une enzyme specifique, ou par 
un traitement chimique, peuvent egalement etre inserees entre les parties des acides nucleiques 
recombinants sus-mentionnes codant respectivement pour la partie MalE ou MalX et pour la chaTne 
peptidique determinee, comme il l*a ete precedemment decrit. 
50 L'invention concerne egalement les acides nucleiques recombinants sus-mentionnes en tant que vecteurs, 
notamment de type plasmidique, aptes a se repliquer chez les bacteries Gram" ou Gram + ou chez les cellules 
eucaryotes. 

Des caracteristiques preferees de l'invention aparaTtront encore au cours de la description qui suit de 
constructions preferees de l'invention, schematiquement representees dans les fig. 1,2,3 et 5, sans que 
55 celles-ci puissent etre considerees comme ayant un caractere limitatif. 

II sera egalement fait reference dans ce qui suit a la figure 4 representant Texpression de constructions 
MalE-T4 et T4-Ma!E chez E. coli, les figures 6 a 8 representant Texpression de MalE chez des cellules 
eucaryotes, et la figure 9 representant les homologies entre MalE et MalX. 

Les plasmides qui ont ete mis en oeuvre dans ces constructions dnt deja fait I'objet de descriptions 
60 anterieures. On se reportera notamment : 

- a la publication de VIERA et MESSING, 1982, pour ce qui est du plasmide pUC9, 

- a la publication de WILLIAMS et NEUBERGER, 1986, pour la description du fragment BamHI-polAK-BamHI 
qui code pour le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I, 

- a ('article de NEUBERGER et al, 1984, pour ia description du phage M13Mp8 recombinant qui contient le 
65 gene nuc de la nuclease de S. aureus , 
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- a la publication de P. DUPLAY et al f J. Mo!. Biol., 194, 663-673, 1987, pour ce qui est des plasmides pPD91, 
pPD127 et pPD140, dont il sera question ci-apres. 

1) Fabrication d'un plasmide codant pour la proteine hybride MalE91-Klenow , exprimant a lafois I'activite de 

MalE et i'activite de Tenzyme Klenow. 5 

L'hybride entre malE et polAK a ete construit de la facon suivante. 

Le fragment BamHl -polAK decrit dans NEUBERGER 1986, repris a partir du plasmide pUC9 recombinant 
obtenu, a ete insere dans le plasmide pPD91, plus particulierement dans le linker BamHI de ce!ui-ci. lui-meme 
contenu dans le gene malE , au niveau du triplet codant pour le 362eme acide amine de MalE. Cette insertion w 
devait done avoir pour resultat de placer le gene polAK en aval de la plus grande partie du gene malE. 
L'orientation de polAK dans les plasmides recombinants obtenus a ete determinee par double digestion 
Bglll-Sacl. Celui des plasmides dans iequel polAK se trouvait correctement oriente a ete denomme pHB11. 
Celui-ci code pour la proteine MaJE91 -Klenow. 

Le plasmide pHB1 T est schematiquement represents dans la fig. 1 . Le site BamHI, represents dans la partie 15 
droite de la figure, separe la partie du gene codant pour la partie distale de MalE91 et la partie proximale du 
gene polA codant pour I'enzyme Klenow. 

A partir de pHBll, ii a ete obtenu un plasmide pHB12 portant une mutation dans la sequence signal du gene 
malE. A cet effet, on a effectue un echange par recombinaison genetique entre les fragments Pstl-Bglll de 
pHB11, qui comportait cette sequence neanmoins depourvue de mutation avec la sequence Pstl-Bglll 20 
correspondante issue du plasmide pPD127 decrit dans (4), qui contenait une telle mutation. pHB12 code pour 
la proteine hybride malE 127/91 -Klenow. 

2) Fabrication d'un plasmide codant pour une proteine hybride MalE140-Nuc , exprimant a lafois une activite 

MalE et une activite de nuclease. — — — ^ 

Un fragment (BamHI -nuc -Sall) codant pour la nuclease de S. aureus a ete excise du phage MP8 
recombinant decrit dans NEUBERGER et al, T984, et substitue, par ligation dans pBR322, en lieu et place du 
fragment BamHI-Sal! initialement contenu dans celui-ci. Le plasmide obtenu a ete denomme pHB13. * 

Par echange du fragment EcoRI-BamHI de pHB13, immediatement en amont du fragment (BamHI-nuc-Sall), 30 
avec le fragment (EcoRI-( malEp-malE )-BamHl) du plasmide pDP140, on a obtenu le plasmide pHB14, dans 
Iequel le gene nuc etait aiors place en aval du gene maJE. Ces deux genes ont ete mis en phase : 

- par remplissage des extremites cohesives du site unique BamHI contenu dans pHB14, en presence des 
quatre deoxynucieotides et de polymerase de Klenow. 

pHB15 code alors pour une proteine hybride MalE140-nuclease. 35 
Le plasmide pHB15 est schematiquement represents sur la figure 2. Le site ( BamHI) Clal dans la partie droite 

de ia figure, separe la partie du gene codant pour la partie distale de MalE et la partie proximale du gene nuc 

codant pour la nuclease sus-mentionnee. 

3) Production et purification des proteines hybrides MalE91 -Klenow et Mal£140-Nuclease par des cultures de 40 
E. coli transformees au prealable par Jes plasmides pHB11, pHB12 et pHB15, respectivement. 

La souche PD28, un derive A malE4 44 t malTg 1 l recA ::tn10 de MC4100 de E. coli (4) a ete utilisee comme note 
pour I'expression des genes hybrides. La deletion A malE 444 du gene rnalE, qui est non polaire sur 
I'expression des genes distaux de I'operon mal E-malF-malG, evite I'expression de la proteine MalE sauvage 45 
a partir du chromosome bacterien et sa co purification avec les hybrides sur MalE. AmalE444 rend la souche 
PD28 defective pour le transport du maltose. La mutation maip 1 permet I'activation constitutive du promoteur 
malEp en Tabsence de maltose inducteur. Pour eviter le risque de iethalite de ^expression constitutive de 
proteines hybrides pour la cellule, on a fait croitre tous les derives de PD28 en milieu complet additione de 0,4 
a 2 % de glucose. Dans ces conditions le promoteur malEp est fortement reprime, sans que soit entrave le 50 
developpernent de la culture sur un milieu complet. Un lavage des cellules et leur mise en culture dans un 
milieu complet depourvu de glucose, eventuellement additionne de maltose, permet alors d'obtenir 
I'expression de MalE ou de proteines hybrides a partir de ces plasmides des la premiere generation. On 
effectue toutes les croissances a 30°. Des experiences de controle ont montre que I'expression ou 
I'exportation en grande quantrte de MaJE a partir d"un plasmide sont aboiies a 42°. 55 

Quand ils sont introduits dans la souche PD28, les plasmides pPD1, pPD91, pPD140 et PHB15 provoquent 
I'expression, en quantite importante, des proteines MalE, MalE91, MaJE140 et de I'hybride MalE140-Nuclease. 
On trouve ces quatre proteines dans la fraction cellulaire liberee partir du periplasme, lorsque les bacteries 
productrices sont soumises a un traitement visant a provoquer un choc osmotique. 

Les plasmides pPD127, pHB11 et pHB12 provoquent I'expression, en quantites importantes, de ia proteine 60 
MalE127 et des hybrides MaJE91-Klenow et MalE1 27/91 -Klenow dans ia fraction cellulaire soluble. 

II est a remarquer qu'une certaine proportion de MalE91 -Klenow a egalement ete exportee dans le 
periplasme (produite par le plasmide pHB11 qui ne portait aucune mutation dans ia sequence signal du 
gene malE ). 

Les proteines MalE sauvage, MalE91, MalE140 et MalE127 (proteines temoins) et les proteines hybrides 65 
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MalE140-Nuclease, MalE91-Kienow et MalE127/91 -Klenow, respectivement obtenues a partir des cultures 
bacteriennes correspondantes, ont ete purifiees par chromatographie d'affinite sur amylose pontee dans les 
conditions decrites dans (4). Dans les cas de MalE sauvage, MalE140-Nuclease et MaiE91 -Klenow, cette 
purification a ete faite a partir d'extraits periplasmiques. Dans les cas de MaIE127 et MalE127-Klenow, la 

5 purification a ete faite a partir d'un extrait soluble de cellules entieres. 

Dans chaque cas, on a traite une culture de 500 ml ensemencee a une densite optique, mesuree a 600 nm, 
egale a 0,1 et recoltee a une densite egale a 1. Chacun des extraits (environ 140 mg de proteine pour les 
extraits solubles, obtenue a partir des bacteries entieres, et environ 14 mg pour les extraits periplasmiques}, 
etant repris dans 25 ml d'un tampon (par exemple 50 mM Tris-CI pH 7,5 ; 2,5 mM p-mercapto-ethanol ; 0,1 

10 PMSF), ont ete deposes sur une colonne de 6 ml de resine ; les colonnes ont ete lavees avec environ 5 
volumes de tampon, puis les proteines ont ete eluees au moyen de maltose 10 mM. 

Les quantites retenues et eluees ont ete egales a 1,76 mg pour MalE sauvage, 1,64 mg pour I'hybride 
MalE140-Nuciease, et 1,16 mg pour MalE127. Les colonnes n'etaient pas saturees puisque MalE et I'hybride 
MalEI 40-Nuclease n'ont pas ete retrouves dans les fractions qui avaient passe au travers des colonnes sans 

15 etre retenues. 

En revanche seuie une faible proportion (68 \lq) de I'hybride MalEI 27/91 -Klenow devait etre retenue sur la 
colonne dans les memes conditions, ce qui suggere que, dans le cas particulier de cette proteine hybride, la 
portion polymerase de Klenow perturbe le repliement correct de la portion malE de celle-ci. 

On a obtenu 172 jig de proteine hybride MaiE91-Klenow purifiee a partir de Textrait periplasmique, apres 
20 chromatographie d'affinite dans les conditions sus-indiquees. 

On a trouve que Tactivite de Thybride MalEI 40-Nuclease etait egale a 2100 unites nuclease/mg d'hybride, 
c'est-a-dire 8942 u/mg de la portion nuclease de I'hybride. Par comparison, Tactivite d'une preparation 
commerciale de nuclease (Boehringer) etait egale a 2580 u/mg. Par consequent, la nuclease a sa pleine 
activite dans I'hybride. La souche PD28 (pHB15) a un phenotype Mal + sur milieu MacConkey maltose a 30° . Par 
25 consequent, le gene hybride malE140-nuc est capable de completer la deletion AmalE444 pour la fermentation 
du maltose et I'hybride MalEI 40-Nuclease est au moins partiellement actif pour le transport du maltose. En 
resume, I'hybride MalEI 40-Nuclease est exporte dans le periplasme et conserve les activites de ses deux 

partenaires. . 
On a trouve que Tactivite de I'hybride MalEI 27/91 -Klenow etait egale a 4514 unites polymerase/mg 
30 d'hybride, c'est-a-dire 7431 u/mg de la portion fragment de Klenow de I'hybride. Par comparaison, Tactivite 
d'une preparation commerciale de fragment de Klenow (Boehringer) etait a egale 9445 u/mg. Par consequent, 
le fragment de Klenow a sa pleine activite dans Thybride. En resume, I'hybride MalEI 27/91 -Klenow est une 
proteine cytopiasmique qui possede Tactivite polymerase et au moins certaines des proprietes de MalE. 
- On a trouve que Tactivite de Thybride MalE91-Klenow etait egale a 3100 unites polymerase par mg d'hybride, 
35 c'est-a-dire 5100 unites/mg de la portion fragment de Klenow de Thybride. Par consequent, le fragment de 
Klenow conserve egalement son activite dans Thybride MalE91 -Klenow. 

En resume Thybride MalE91 -Klenow peut etre reportee dans le periplasme, tout en conservant Tactivite 
polymerase et certaines des proprietes de malE . 

Les preparations de proteines etaient pures a 95 o/o, comme Tont montre des analyses par electrophor^se 
40 en gel de polyacrylamide-SDS. L'homme de metier appreciera que ces proteines auraient pu etre purifiees 
davantage encore, par des moyens classiques, par exemple par dia-lyse. 

4) Fabrication de plasmides codant pour les proteines hybrides MalE-T4 et T4-MalE . 

45 Les sites accepteurs pour le gene T4 sont d'une part le site BamHI insere en C-terminal de malE dans le 

plasmide pPD140 (utilise pour la fusion MalE-T4) et d'autre part le site BamHI insere en N-terminal de MalE 

dans le plasmide pPD127 (utilise pour la fusion T4-MalE). 

Des polynucleotides synthetiques ont ete dans une premiere etape inseres dans les sites accepteurs 

sus-mentionnes de facon a introduire de nouveaux sites compatibles avec les fragments T4 a inserer, 
50 accorder les phases de lecture des deux genes, au besoin restituer les parties manquantes ou introduire des 

codons stop ou fin de construction. Les plasmides pMEC et pMEN ont ete ainsi respectivement obtenus a 

partir des plasmides pPD140 et pPD127. 

Pour la realisation de la fusion MalE-T4, le fragment Fnu4H» (contenant le gene T4 mais pas la sequence 

signal (ss) ni les parties transmembranaire et cytopiasmique C-terminales) decrit dans MADDON et al, Cell 
55 (1985) 42 93-104, a ete insere dans le plasmide pMEC, plus particulierement au niveau du site Xba introduit lors 

de la premiere etape dans celui-ci. Le gene T4 est place en aval du gene MalE dans le plasmide pMET ainsi 

obtenu. 

Pour la realisation de la fusion T>MalE, le fragment Hpali (contenant le gene T4 et la quasi-totalite de la 
sequence signal, mais pas les parties transmembranaire (mb) et cytopiasmique (cyt) C-terminales) decrit dans 
60 la reference mentionnees ci-dessus, a ete insere dans le plasmide pMEN, plus particulierement au niveau du 
site EcoRI introduit lors de Tetape precedente dans celui-ci. Le gene T4 est place en amont du gene MalE dans 
le plasmide pTME ainsi obtenu. 

Les plasmides pD140, pPD127, pMEC, pMEN, pMET, pTME, sus-mentionnes contiennent le promoteur 
naturel de malE (Pr mal, inductible par le maltose, sensible a la repression catabolique), et sont indiques sur la 
65 figure 3. 
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Les plasmides pTE356 (construit par insertion d'un fragment EcoRI-BamHI contenant le promoteur tac du 
plasmide pDR340, commercialise par la societe PHARMACIA, dans le plasmide pPD356 decrit dans DUPLAY 
et al, (1987) J. Mo I. Biol. 194, 663-673), pTMET et pTTME obtenus a partir de ce dernier selon le principe 
precedent, contiennent respectivement les genes malE , malE-T4 et T4 -malE sous controle du promoteur tac 
(inductible par IMPTG, insensible a la repression catabolique), et sont egalement represents sur la figure 3. 5 

Des experiences d'immunoprecipitation (figure 4) permettent d'observer que les deux constructions 
MaiE-T4 et T4-MalE sont exprimees chez Exoli et sont plus ou moins degradees selon la souche utilisee. 

Les colonnes numerotees de 1 a 10 correspondent aux souches d'E.coli contenant les constructions 
MalE-T4, T4-MalE repartis de la facon suivante : 

10 

souches : 
Ion- : 1,2,6,7 
wt : 4,5 
degP : 8,9 

15 

Constructions : 
MalE-T4 : 1,4,5 
T4~malE : 6,7,8,9 

Temoins : 2 o 
MalE : 2,3,10 

Les colonnes 1 a 3, et 6 a 10, correspondent a I'immunoprecipitation d'extraits bruts reveles par des 
anticorps anti-MalE. 

Les colonnes 4 et 5 correspondent a I'immunoprecipitation d'extraits radioactifs reveles par des anticorps 
anti T4 (OKT4A) (colonne 4), et par des anticorps anti MalE (colonne 5). 25 

5) Utilisation de la proteine MalE comme vecteur de presentation d'epitope 

L'epitope C3 de la proteine VP1 du poliovirus a ete insere genetiquement dans deux sites de la proteine 
MalE selon la methode decrite dans la demande de brevet europeen n° 87.400.504.4. Les proteines 30 
recombinantes retiennent les principales caracteristiques de la proteine sauvage: exportation dans le 
periplasme, retention sur une colonne d'amylose, complementation d'une deletion chromosomique du gene. 
Une etude de Pimmunogenicite de ces proteines a ete entreprise chez la souris Balb/c. 

Les souris ont ete immunisees avec des bacteries vivantes, des bacteries tuees par la chaleur, des lysats 
bacteriens obtenus par sonication et des preparations semi-purifiees (choc osmotique. Proteines de 50 a 35 
70% pures). Deux voies d'immunisation ont ete testees : intraveineuse et sous cutanee. 

Par voie i.v., toutes les. preparations ont donne de tres forts titres anti-peptide de 10 4 a plus de 10 6 par voie 
s.c., seule la preparation de bacteries tuees par la chaleur a donnee une.reponse anti-peptide (superieure a 
10 5 ). Les serums ont ete testes pour leur capacite a immunoprecipiter des particules virales natives et 
denaturees par la chaleur : tous les serums donnant des titres superieurs a 10 4 prectpitent les particules 40 
denaturees a 100 0/0. Les serums ont ete testes pour la neutralisation in vitro et donnent des titres du 1/8 au 
1/64 correles avec les reponses anti-peptides et les resultats d'immunoprecipitations. 

6) Expression de la proteine MalE dans les cellules eucaryotes 

45 

Le fragment BamHI-ACCI comprenant le gene malE du plasmide pTE356 precedemment cite a ete insere 
dans le vecteur pSUTK Mop (decrit dans NICOLAS et BERG (1983), Cold Spring Harbor, Symposium 
Quantitative Biology, 469-485) par traitement de ce dernier a I'aide de Bglll -h Nrul. 

Le plasmide pSVME ainsi obtenu est represents sur la figure 5. Ce plasmide contient le gene malE ainsi que 
les elements genetiques rendant possible son expression dans les cellules eucaryotes (promoteurs du virus 50 
SV40 et du gene de la thymidine kinase du virus de I'herpes, regions introniques du gene T de SV40 et de la 
P-globine de lapin, site de polyadenylation de TARN precoce de SV40). Ces constructions ont ete introduites 
dans des cellules en culture (fibroblastes embryonnaires de hamster chinois transf ormes par SV40 ou cellules 
L de souris) par transfection (technique du precipite de phosphate de calcium). Une synthese importante de 
materiel immunoprecipitable par des anticorps diriges contre MalE a ete mise en evidence par technique 55 
d'lmmunotransfert (Western Blot) (figure 6). MalE ainsi synthetisee coexiste sous deux formes. L'une est de la 
meme taille que la proteine MalE synthetisee dans les bacteries (forme mature). L'autre est d'une taille 
legerement superieure compatible avec celle du precurseur de MaJE (avant le decoupage de sa sequence 
signal). La proteine MalE est exportee dans le milieu de culture ou on ia retrouve essentiellement sous sa 
forme mature. La fraction extraite a partir des cellules est en revanche composee en majorite par Tespece la 60 
plus lourde. 

Des lignees celluiaires exprimant MalE de facon stable ont ete etabiies (figure 7) . Ce resultat a ete obtenu en 
cotransfectant les cellules paries constructions MalE et une construction conferant aux cellules la resistance 
a la geneticine (G418). La quasi-totalite des clones resistants expriment MaJE en quantites variables sejon les 
clones tout en gardant des proprietes de croissance normales. MaJE est, comme dans les experiences 65 
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d'expression transitoire, exportee dans le milieu de culture. 

II a egalement ete mis en evidence que la proteine MalE exprimee dans des cellules eucaryotes est purifiable 
en une etape sur colonne d'amylose. (figure 8). 

Puisque la proteine MalE est exprimee et exportee dans des cellules eucaryotes, ('introduction dans Ies 
5 cellules eucaryotes des constructions permettant I'expression de proteines hybrides, en particulier des 
fusions entre le gene mafE et le gene recepteur des lymphocytes T4, pour les purifier en une etape, conduit a 
un type de technologie presentant plusieurs avantages : 

a) repliement correct des proteines eucaryotes qui ne sont pas necessairement exportees avec 
succes par les bacteries. En effet, les modifications post traductionnelles, indispensables pour l'activite 

w biologique de certaines proteines eucaryotes (glycosylations, formation exacte de ponts disulfides etc..) 

ne sont pas realisees chez.les bacteries (Ferenci, T. et al, (1978) F.E.B.S. Letters 94, 213-217) ; 

b) il est possible d'obtenir des clones stables produisant les proteines hybrides ; 

cj il est possible d'augmenter I'expression des proteines hybride en ajoutant, lors de Introduction de 
I'ADN recombinant dans les cellules, des constructions permettant I'amplification genique des structures 
15 integrees (par exemple le gene dhfr dont I'amplification peut etre selectionnee par la resistance au 

methotrexate). 

d) Les proteines seront purifiees en une etape a partir des surnageants de cultures cellulaires par 
fixation sur colonne d'amylose et elution par le maltose. 

e) On peut creer artificiellement des sites de clivage au niveau de la jonction entre MalE et la proteine 
20 desiree, par exemple des sites specifiques pour la collagenase (GERMINO J. et al, (1984), proc. Natl. 

Acad. ScL, USA, 81 , 4692-4696). Le produit de I'hydrolyse pourrait etre debarasse de la fraction contenant 
MalE (ainsi que des produits non clives) par la retention de ces derniers sur colonne d'amylose. 
Les techniques et les resultats des experimentations illustrees par les figures 6, 7 et 8 sus-mentionnees 
sont les suivants : 

25 

-Figure 6 

Technique : les cellules CO60 de hamster ont ete transferees avec le plasmide pSVME. 
Apres 5 jours, les proteines synthetisees par ces cellules ont ete analysees (Western Blot) (lignes 3 a 5). 
30 Des cellules non transferees ont ete utilisees comme temoin (lignes 1 et 2). Les cellules (lignes 1 , 3 et 4) ainsi 
que les surnageants de culture (lignes 2 et 5) ont ete analysees. Dans ies lignes 2,4,5 et 6 les extraits ont ete 
immunoprecipites par un anticorps anti-MalE avant ieur depot sur gel SDS-PAGE (dans ces conditions on voit 
les immunoglobuiines notees ig.) Dans les lignes 1 et 3 les extraits cellulaires ont ete deposes directement. Le 
resultat du transfert est revele par un anticorps anti-MalE. Ligne 6 : proteine MalE purifiee a partir d'extraits 
35 bacteriens. 

Resultats : Les cellules CO60 n'expriment pas de proteines reconnues par un anticorps dinge contre malt 
(cellules : ligne 1 ou surnageant : ligne 2). Les cellules transferees par pSVME synthetisent MalE (lignes 3 et 
4) sous 3 formes : 1' une est de la taille de MalE (ligne 6) I'autre est plus lourde. MalE est exportee dans le milieu 
de culture (ligne 5) sous la forme mature (ligne 6). 
40 Par consequent MalE est vraisemblablement synthetisee sous forme de precurseur dans les cellules (forme 
lourde) et exportee dans le milieu de culture. 

Figure 7 

45 Technique : les cellules CO60 ont ete transferees avec le plasmide pSVME melange au plasmide RSVneo. 
Des clones resistants au G418 ont ete selectionnes et les surnageants de culture analyses (immunoprecipita- 
tion, SDS-PAGE, transfert sur nitrocellulose, revelation par un anticorps anti-MalE, proteine A iodee 125 |). 
Lignes 1 a 12 : clones resistants au G418. Lignes 13 et 14 : MalE purifiee a partir d'extraits bacteriens. 

Resultats : la quasi totalite des clones exportent MalE dans le milieu de culture, le niveau d'expression etant 
50 variable (a la limite de la detection : clones 2,4 et 5 ou en abondance : clones 3 et 12). 
II est done possible d'obtenir des clones stables exprimant et exportant MalE. 

Figure 8 

55 Technique : des surnageants de cultures cellulaires ( en a : CO60 et en b : clone 12-cf figure 7) ont ete 
deposes sur colonne d'amylose. La colonne a ete lavee et eluee par le maltose 100 mM. En a (experience de 
reconstitution), 1 u.g de MalE purifiee a partir d'extraits bacteriens a ete melange au surnageant de cellules 
CO60 avant de charger la colonne. 8 fraction ont ete recueillies dans chaque cas apres elution. 

Resultats :a : I'experience de reconstitution montre que Ton retrouve la proteine MalE eluee par le maltose 

60 dans les conditions experimental utilisees. La colonne est probablement surchargee car MalE se retrouve 
des les premieres fractions, il est probable qu'un lavage plus extensif aurait abouti a un profil d'elution plus 
conforme aux resultats habituels.b : la proteine MalE synthetisee par le clone 12 est retenue sur colonne 
d'amylose et eluee par le maltose (fraction 8). 

Ainsi, ii est possible de purifier la proteine MalE synthetisee par les cellules de Hamster sur colonne 

65 d'amylose. Les proteines fusionnees a MalE synthetisees par Ies cellules eucaryotes sont egalement 
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purifiables par cette technique. 

En conclusion, MalE possede plusieurs avantages comme proteine vecteur sur les autres systemes 
existants. C'est une proteine bacterienne ; elle est de taille moyenne et monomerique, a volonte periplasmique 
ou cytoplasmique : elle est exprimee par les cellules eucaryotes, et est facilement purifiable par 
chromatographie d'affinite sur un support d'affinite tres peu couteux; on peut Peluer de la resine dans des 
conditions physiologiques, compatibles avec la conservation de pleines activites des polypeptides ou 
proteines synthetases. De plus elle permet d'exporter dans I'espace periplasmique des proteines 
normalement cytoplasmiques. 

La capacite de ces dernieres a etre transportees dans la region periplasmique pourra etre chaque fois 
appreciee experimentalement. II peut encore etre souligne que la capacite de transport dans cette region peut 
etre interpretee comme tenant a la tres grande efficacite a cet effet de la proteine MalE et a la possibility que 
ce transport est peut-etre effectue avant meme que le repliement correct de la proteine ait ete acheve. 

7) Homologie entre la proteine MalX de Streptococcus pneumoniae et la proteine MalE de E. coli 

Les resultats de cette etude sont indiquees sur la figure 9 dans laquelle : 

- les residus identiques. de MalE et MalX sont indiques par des regions grises ; 

- les residus homologues entre deux proteines sont indiques par des barres verticales ; 

- la fleche noire, indique le site de clivage du precurseur de MalE ; 

- la fleche grise indique le site de clivage probable de MalX ; 

- environ 60 a 80 acides amines constituent la partie C-terminale de MalX. 

L'homologie entre MalE et MalX est tres prononcee (31 o/o de residus identiques sur 334 acides amines, et 
Thomologie atteint environ 75Q/o si Ton ne fait pas de distinction entre residus identiques et homologues) 

Les plasmides pHB11 et pHB15 ont ete deposes a la Collection Nationale des Cultures de 
Micro-Organismes (CNCM) de riNSTITUT PASTEUR de Paris, le 18 mai 1987, sous les n° 1-662 et 1-663 
respectivement. Les plasmides pSVME, pTME, pTMET, pTTME ont ete deposes a la COLLECTION 
NATIONALE DES CULTURES DE MICRO-ORGANISMES le 10 mai 1988 sous les numeros I-759, I-760, 1-761, 
i-762 respectivement, et le pMET a ete depose le 16 mai 1988 sous le numero I-763. 
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Revendications 



1. Procede de fabrication et de purification d'un polypeptide contenant une chaine peptidique 
determinee possedant elle-meme des proprietes choisies, qui comprend une etape consistant a 
provoquer I'expression dans un organisme-hote approprie transfonme et mis en culture a cet effet, d'un 
acide nucleique recombinant a phase de lecture ouverte comprenant une sequence codant pour la chatne 
peptidique et une ou plusieurs sequences distinctes codant pour une ou plusieurs parties du polypeptide 
vecteur, et une etape de recuperation du polypeptide hybride exprime par I'acide nucleique recombinant 
sous la forme d'un extrait a partir du susdit hote cellulaire et une etape de purification, caracterise en ce 
que le polypeptide vecteur est une proteine afflne pour au moins un ose determine, en ce que lesdites 
"une ou plusieurs sequences codant pour une ou plusieurs parties du polypeptide vecteur " sont teiles 
que les proprietes de transport hors du cytoplasme et d'affinite pour I'ose determine du polypeptide 
vecteur intact, sont conservees dans le susdit polypeptide hybride, en ce que I'etape de purification 
comprend la mise en contact de P extrait du polypeptide hybride avec un ose correspondant sous une 
forme insolubilisee compatible avec Paffinite mutuelle de ia proteine affine et de Pose, notamment un ose 
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polymerise, et en ce que I'on recupere, apres separation des produits non fixes sur rose, le polypeptide 
hybride contenant ladite chaine peptidique determinee. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend une etape supplemental de 
recuperation de ia chaine peptidique determinee, ayant les susdites proprietes choisies, par separation a 
partir du polypeptide hybride. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que I'acide nucieique recombinant 
comprend une sequence nucieique codant pour le polypeptide vecteur placee toute entiere en aval de la 
sequence nucieique codant pour la chaine peptidique determinee. 

4. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que I'acide nucieique recombinant 
comprend une sequence nucieique codant pour le polypeptide vecteur placee toute entiere en amont de 
la sequence nucieique codant pour la chaine peptidique determinee. 

5. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que I'acide nucieique recombinant 
comprend une sequence nucieique codant pour la chaine peptidique determinee, et inseree au niveau 
d'un site permissif de la sequence nucieique codant pour.le polypeptide vecteur. 

6. Procede selon les revendications 2 et 3, caracterise en ce que I'acide nucieique recombinant 
contient une sous-sequence codant pour une sequence d'aminoacides selectivement clivable par une 
enzyme specifique ou un traitement chimique specifique et placee entre les parties de I'acide nucieique 
recombinant codant respectivement pour le susdit polypeptide vecteur et ladite chaine peptidique, et, le 
cas echeant, une sequence semblable placee en aval de la sequence codant pour le polypeptide vecteur. 

7. Procede selon les revendications 2 et 4, caracterise en ce que I'acide nucieique recombinant 
contient une sous-sequence codant pout une sequence d'aminoacides selectivement clivable par une . 
enzyme specifique et placee entre les parties de I'acide nucieique recombinant codant respectivement 
pour le susdit polypeptide vecteur et ladite chaine peptidique, et, le cas echeant, une sequence 
semblable placee en aval de la sequence codant pour ladite chaine peptidique. 

8. Procede selon les revendications 2 et 5, caracterise en ce que i'acide nucieique recombinant 
contient deux sous-sequences codant pour une sequence d'aminoacides selectivement clivable par une 
enzyme specifique ou un traitement chimique specifique et placees respectivement en amont ou en aval 
de la sequence nucieique codant pour ladite chaTne peptidique determinee. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications 2 a 8, caracterise en ce que Ton recupere la 
chaTne peptidique determinee ayant les susdites proprietes choisies a partir des produits fixes sur I'ose, 
par traitement de ces derniers avec I'enzyme specifique ou le traitement chimique specifique. 

10. Procede selon Tune quelconque des revendications 2 a 8, caracterise et en ce que, apres 
recuperation du polypeptide hybride a partir de I'ose insolubilise, on traite le polypeptide hybride en 
solution par I'enzyme specifique ou le traitement chimique specifique, en ce que Ton remet en contact les 
produits de clivage de la proteine hybride avec I'ose insolubilise et en ce que I'on recupere le polypeptide 
alors non fixe consistant essentiellement en la chaine peptidique recherchee. 

11. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, caracterise en ce que I'acide nucieique 
recombinant est sous le controle d'un promoteur reprimable par un compose susceptible d'etre apporte 
de Pexterieur a I'organisme-hote, notamment dans son milieu de culture, et en ce que Ton realise dans un 
premier temps la culture de I'organisme-hote prealablement transforme avec la susdite sequence 
nucieique en presence de ce compose, avant de soustraire la culture a Taction de ce compose dans des 
conditions permettant Pexpression de la susdite sequence nucieique. 

12. Procede selon J'une quelconque des revendications 1 a 11, caracterise en ce que le polypeptide 
vecteur est constitue par une proteine affine pour le maltose et en ce que I'ose insolubilise est un 
polymere insoluble de a(1-4) glucose ou de I'amylose. 

13. Procede selon ia revendication 12, caracterise en ce que le polypeptide vecteur est une proteine 
affine pour le maltose chez les bacteries Gram*. - 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que le polypeptide vecteur est la proteine affine 
de maltose de E. coli (MalE) . ; 

15. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que le polypeptide vecteur est une proteine 
affine pour le maltose chez les bacteries Gram + . 

16. Procede selon la revendication 15 , caracterise en ce que le polypeptide vecteur est la proteine affine 
pour le maltose chez Streptococcus pneumoniae (MalX). 

17. Procede selon Tune quelconque des revendications 12 a 16, caracterise en ce que I'organisme-hdte 
utilise pour la production du polypeptide hybride est une bacterie Gram", notamment E. coli. 

18. Procede selon Tune quelconque des revendications 12 a 16, caracterise en ce que I'organisme note 
utilise pour la production du polypeptide hybride est une bacterie Gram 4 , notamment B. subtilis . 

19. Procede selon Tune quelconque des revendications 12 a 16, caracterise en ce que I'organisme note 
utilise pour la production du polypeptide hybride est une cellule eucaryote. 

20. Procede selon J'une quelconque des revendications 17 a 19, caracterise en ce que le polypeptide 
determine est un epitope, et en ce que la sequence nucieique codant pour cet epitope a ete inseree au 
niveau du site permissif de la sequence codant pour la proteine affine pour le maltose. 

21. Composition immunogene dirigee contre des antigenes, notamment des antigenes pathogenes 
neutralisables par des anticorps diriges contre un epitope determine, caracterisee par I'association du 
polypeptide hybride obtenu par le procede selon la revendication 20, et contenant Tepitope determine 
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avec un vehicule approprie a la production de compositions de vaccins. 

22. Culture de cellules portant au niveau de leur surface externe un epitope caracteristique 
reconnaissable par le systeme immunitaire de I'organisme dans lequel les susdites cellules sont 
susceptibles d'etre introduces, caracterisee en ce que lesdites cellules sont tranformees a Taide d'un 
acide nucleique recombinant a phase de lecture ouverte comprenant une sequence nucleique codant 5 
pour ledit epitope inseree au niveau d'un site permissif d'une sequence nucleique codant pour une 
proteine affine pour un ose. ( 

23. Culture de cellules selon la revendication 22, caracterise en ce que la proteine affine pour un ose est 
la proteine MalE, ou la proteine MaJX, et en ce que lesdites cellules sont les souches de bacteries Gram", 

ou Gram + , ou des cellules eucaryotes. io 

24. Composition immunogene dirigee contre des antigenes, notamment des antigenes pathogenes 
neutralisables par des anticorps diriges contre un epitope determine, caracterise par Tassociation de 
cellules conformes a la revendication 22 ou 23 avec un vehicule pharmaceutiquement approprie a la 
production de compositions de vaccin. 

25. Acide nucleique recombinant a phase de lecture ouverte comprenant une sequence nucleique 15 
codant pour la chaine peptidique determinee et une ou plusieurs sequences distinctes codant pour une 

ou plusieurs parties du polypeptide vecteur, caracterise en ce que lesdites "une ou plusieurs sequences 
codant pour une ou plusieurs parties du polypeptide vecteur " sont telles que les proprietes de transport 
hors du cytoplasme et d'affinite pour I'ose determine du polypeptide vecteur intact, sont conservees dans 
le polypeptide hybride exprime par ledit acide nucleique recombinant, et en ce que lesdites sequences 20 
nucieiques sont sous le controle d'elements de regulation, notamment de la promotion et de la 
terminaison de la transcription, reconnus par les bacteries Gram + . 

26. Acide nucleique recombinant a phase de lecture ouverte comprenant une sequence nucleique 
codant pour la chaTne peptidique determinee et une ou plusieurs sequences distinctes codant pour une 
plusieurs parties du polypeptide vecteur, caracterise en ce que lesdites "une ou plusieurs sequences 25 
codant pour une ou plusieurs parties du polypeptide vecteur " sont telles que les proprietes de transport 

hors du cytoplasme et d'affinite pour I'ose determine du polypeptide vecteur intact, sont conservees dans 
le susdit polypeptide hybride, et en ce que lesdites sequences nucieiques sont sous le controle 
d'elements de regulation, notamment de la promotion et de la terminaison de la transcription, reconnus 
par les cellules eucaryotes. 30 

27. Acide nucleique recombinant selon les revendications 25 ou 26, caracterise en ce que lesdites "une 
ou plusieurs sequences distinctes codant pour une plusieurs parties du polypeptides vecteur" sont les 
sequences nucieiques codant pour tout ou partie des proteines MalE ou MalX. 

28. Acide nucleique recombinant a phase de lecture ouverte comprenant une sequence nucleique 
codant pour la chaTne peptidique determinee et une ou plusieurs sequences peptidiques distinctes 35 
codant pour une ou plusieurs parties de la proteine MalX, caracterise en ce que lesdites "une ou plusieurs 
sequences codant pour une ou plusieurs parties de MalX™ sont telles que les proprietes de transport hors 

du cytoplasme et d'affinite pour le maltose de la proteine MalX sont conservees dans le polypeptide 
hybride exprime par ledit acide nucleique recombinant, et en ce que lesdites sequences nucieiques sont 
sous le controle d'elements de regulation, notamment de la promotion et de la terminaison de ia 40 
transcription, reconnus par les bacteries Gram - . 

29. Acide nucleique recombinant selon la revendication 27 ou 28, caracterise en ce que la sequence 
nucleique codant pour MalE et MalX est placee toute entiere en amont de la sequence d'ADN codant pour 
la chaTne peptidique determinee. 

30. Acide nucleique recombinant selon la revendication 27 ou 28, caracterise en ce que la sequence 45 
nucleique codant pour MalE et MalX est placee toute entiere en aval de la sequence d'ADN codant pour la 
chaine peptidique determinee. 

31. Acide nucleique recombinant selon la revendication 27 ou 28, caracterise en ce que la sequence 
nucleique codant pour la chaTne peptidique determinee est inseree au niveau d'un site permissif de la 
sequence nucleique codant pour MalE et MalX. 50 

32. Acide nucleique recombinant selon Tune quelconque des revendications 25 a 31 , caracterise en qu'il 
s'agit d'un vecteur, notamment du type plasmidique. 
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